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Abstract
AIM: To explore the role of celecoxib in the proliferation 
and cycle distribution of colon cancer cells cultured in 
vitro  as well as its effect on the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) in the animal model 
of colon cancer with hepatic metastasis.

METHODS: The human colon cancer cells HT-29 and 
HCT-116 were employed in the study. After treatment 
with celecoxib, the inhibitory effect of celecoxib on the 
proliferation of cancer cells was determined by MTT 
assay, and the cell cycle distribution was detected by 
flow cytometry. The tumor cells were inoculated in the 
nude mice, and the expression of VEGF in the model 
was detected by immunohistochemistry.

RESULTS: Celecoxib inhibited the proliferation of the 
tumor cells in a time- and dose-dependent manner. 
The inhibitory effect on HT-29 cells was stronger than 
that on HCT-116 cells (P  <0.01). Celecoxib changed 
the cell cycle distribution of both cells, and decreased 
the proliferation index of cells obviously (P  <0.05). 
Celecoxib significantly inhibited the expression of 
VEGF in the animal model of colon cancer with hepatic 
metastasis (P  = 0.00).

CONCLUSION: Celecoxib can inhibit the division and 
proliferation of the tumor cells through inhibiting the 
activity of COX-2, consequently it play an important 
role in the prevention of hepatic metastasis and relapse 
of colon cancer.

Key Words: Colonic neoplasm; Cyclooxygenase; 
Celecoxib

Zhang C, Liu W, An J, Liu ZK. Effects of celecoxib on cell prolifer-
ation and expression of vascular endothelial growth factor in 
colonic cancer with hepatic metastasis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 
2005;13(21):2623-2626

摘要

目的: 探讨塞莱昔布对体外培养的结肠癌细胞生长及肝转移

瘤模型血管生长因子(VEGF)表达的影响. 

方法: 以人结肠癌细胞株HT-29, HCT-116为对象, 体外药物

敏感实验(MTT)法检测塞莱昔布对肿瘤细胞的增殖抑制效

应, 流式细胞术检测肿瘤细胞各细胞周期分布变化情况, 肿
瘤细胞接种裸鼠, 观察肝转移瘤VEGF表达情况. 

结果: 塞莱昔布对人结肠癌细胞株生长的抑制作用呈时间、

剂量依赖性效应, 且对HT-29细胞作用强于HCT-116细胞

(P <0.01); 塞莱昔布可改变结肠癌细胞株细胞周期的分布, 明
显降低增殖指数(P <0.05). 塞莱昔布具有明显的抑制肝转移

瘤VEGF表达的作用(P  = 0.00). 

结论: 塞莱昔布可通过抑制COX-2酶活性而抑制肿瘤细胞的

分裂和增殖, 诱导其凋亡, 并抑制肿瘤血管生成, 干预结肠癌

的转移与复发. 

关键词: 结肠肿瘤; 环氧合酶; 塞莱昔布
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0  引言

结肠癌是我国的高发恶性肿瘤 ,  其治疗技术已取得长

足进步, 但术后转移仍是成功根治的最大障碍. 有研究

显示结肠癌的血行转移、淋巴转移及复发与环氧合酶

-2(cyclooxygenase-2, COX-2)的高表达有关[1,2], 而非甾体

类抗炎药(nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)
可通过抑制C O X活性, 影响结肠肿瘤的发生和发展过
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以1.0×108/L的密度传代、接种, 贴壁后加入DMEM培

养基培养24 h, 加入新培养液及不同浓度的塞莱昔布原

液, 使其终浓度分别为50, 100, 200 μmol/L, 设加等体积

溶剂DMSO作为对照组; 继续培养至72 h, 胰酶消化成

单细胞悬液, 冰PBS洗涤两次, 800 r/min离心5 min, 弃
上清, 缓慢加入-20℃预冷的700 mL/L乙醇, 4℃过夜. 取
细胞悬液, PBS洗涤, 1 600 r/min离心5 min后, 弃上清. 
PI染液1.0 mL染30 min, 混合液过300目滤网以除去杂

质, 488 nm激发波长测定样品, 620 nm带通滤片检测PI
荧光. 每样本收集多于10 000个荧光信号. MultiCycle软
件分析, 计算细胞增殖指数(proliferation index, PI): PI = 
(S%+G2%)/(G1%+S%+G2%)×100.  
1.2.3 动物模型建立及分组 脾切除法建立结肠癌肝转移

动物模型, 36只裸鼠随机分为HT-29组(n = 24)和HCT-116
组(n = 12), 两组裸小鼠脾内分别注入HT-29和HCT-116细
胞悬液0.1 mL, 细胞含量为1×106个, 注射时间为1 min. 
HT-29组24只裸鼠随机分为两组, 每组12只, 用灌胃法于

次日给予塞来昔布10 mg/(kg·d)溶液. 接种后的小鼠自由

进食、饮水, 活跃如常, 体形无改变, 每日观察. HT-29组, 
2 wk后小鼠消瘦, 腹部渐膨隆. 行动渐迟缓, 精神差, 摄食

量减少. 于接种后第21天即发现HT-29组有一只裸鼠死亡, 
40 d所有裸鼠颈椎脱臼处死, 死亡小鼠均剖腹观察腹腔

内肿瘤生长情况, 分别取肝脏置于40 g/L甲醛溶液中固定

作病理组织学观察和置液氮冻存.  
1.2.4 免疫组化结果判定 VEGF主要在肿瘤细胞的胞质

内, 内皮细胞也可表达, 含有棕黄色或棕褐色颗粒的细胞

被计为阳性细胞. 应用Image-pro plus 4.5免疫组化彩色图

像分析系统对免疫组化结果进行定量分析, 以图片中的

一个阳性点(单个细胞或小腺腔、细胞团)为基础, 分析、

测定整幅图片的阳性点的个数、面积、积分光密度值

(IOD)等参数. 
统计学处理 所有数据采用SPSS 10.0统计分析软件

包进行处理, 所得到的数值均以mean±SD表示, 组间以t
检验进行处理, P <0.05为差异显著, P <0.01为差异非常

显著. 

2  结果

2.1 塞莱昔布对HT-29和HCT-116细胞增殖的影响(图1) 随

程[3,4], 但因抑制COX-1表达而出现胃肠道、肾和血小板

功能异常等不良反应, 因此COX-2选择性抑制剂的研究

成了新近的热点[5-7]. 我们以COX-2选择性抑制剂塞莱昔

布作用于结肠癌细胞, 并将肿瘤细胞接种BALB/c裸鼠, 
建立结肠癌肝转移动物模型, 观察肿瘤细胞体外生长、

细胞周期分布以及接种动物肝转移瘤VEGF表达的情况, 
探讨塞莱昔布干预结肠癌转移与复发的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 DMEM培养液(Hyclony公司), 小牛血清(Gibco公司), 
胰蛋白酶、MTT、DMSO、塞莱昔布(Sigma公司); CO2培

养箱(Thermo Forma公司)、流式细胞仪(FACS Beckman, 
美国); 兔抗鼠VEGF多克隆抗体、SABC免疫组化试剂盒

(即用型)、浓缩型DAB显色试剂盒均购于武汉博士德生

物工程有限公司.  
1.1.2 细胞株与实验动物 结肠癌细胞株HT-29(中南大

学湘雅医学院肿瘤研究所), 结肠癌细胞株HCT-116(第
三军医大学大坪医院病理科向德兵博士惠赠)培养于含

100 mL/L小牛血清的DMEM培养液中, 细胞贴壁生长后

取对数生长期的细胞以备实验之用. BALB/c-nu/nu裸小

鼠36只, 鼠龄4-6 wk, 体质量15-20 g, ♀, 购自华中科技

大学同济医学院动物研究所, 饲养条件按SPF(无特殊病

原体动物, specific pathogen free animals)要求. 
1.2 方法

1.2.1 体外药物敏感实验 按照噻唑蓝(MTT)法, 取HT-29和
HCT-116细胞按每孔5×103的密度接种于96孔板中, 24 h
后更换培养基, 加入不同剂量的塞莱昔布原液, 使其终浓

度分别为25, 50, 100, 200 μmol/L[5], 同时设只加等体积溶

剂DMSO对照组和不接种细胞的空白对照组, 继续培养

24, 48和72 h. 每一浓度每一时间点重复设8孔, 每孔加入

MTT液(5 g/L)20 μL, 37℃孵育4 h后弃去上清, 每孔加入

DMSO 150 μL, 轻轻振荡10 min, 充分溶解结晶物; 在酶联

免疫检测仪上以570 nm波长测定各孔吸光度值(A值). 以
时间为横轴, 吸光度值为纵轴绘制细胞生长曲线. 计算不

同药物浓度对HT-29和HCT-116两种细胞的生长抑制率. 生
长抑制率 = (对照组A值-实验组A值)/对照组A值×100%.  
1.2.2 流式细胞法检测 对数生长期的细胞, 胰酶消化后, 

图 1  塞莱昔布对结肠腺癌细胞株HT-29和HCT-116的增殖抑制作用. A: HT-29; B: HCT-116. 
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着塞莱昔布浓度的增加, 作用时间的延长, 药物对HT-29
和H C T-116细胞增殖的抑制率明显增高. 塞莱昔布对

HT-29细胞(COX-2高表达)的抑制作用较对HCT-116细胞

(COX-2低表达)的作用明显. 
2.2 塞莱昔布对结肠癌细胞周期分布的影响 塞莱昔布作

用于肿瘤细胞72 h后, 呈浓度依赖性改变细胞周期的分

布, 一方面G0/G1期细胞比例增高, 另一方面S期和G2/M期

细胞比例降低. 随着塞莱昔布浓度的提高, 细胞的增殖指

数明显降低, 表明塞莱昔布具有明显的G0/G1期阻滞作用

(表1, 表2). 
2.3 各组肝脏转移瘤VEGF免疫组化表达(表3) HT-29组
较HCT-116组VEGF表达增强, 而塞莱昔布组肝脏转移

瘤VEGF表达减弱, 与HT-29组比较有显著统计学意义

(P <0.01); 塞莱昔布组与HCT-116组比较无显著性差异

(P >0.05). 

3  讨论

传统的NSAIDs大多属COX非选择性抑制剂, 因此在发

挥抗炎作用的同时对胃肠道及肾脏产生不良反应[8-10]. 塞
莱昔布是COX-2特异性抑制剂. 体外及体内试验均表明

他与COX-1的亲和力极弱, 治疗剂量的塞莱昔布不影响

COX-1的激活, 从而不影响生理性前列腺素的合成. 因此, 

表 1  塞莱昔布对HT-29结肠癌细胞周期分布的影响 (%, mean±SD)

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组.

  浓度                              各周期细胞比例

(μmol/L)	       G0/G1	                   S	        G2/M	

0              67.15±1.56     18.54±2.12     13.68±2.35    31.50±2.42

50	 72.53±5.44     14.78±4.45	 13.55±3.86    28.56±5.14

100	 77.45±4.25a    11.66±3.86a	 13.56±7.86    25.86±4.42a

200	 80.77±2.00b    10.86±3.89a	   9.35±4.56a   19.86±2.42b

增殖指数

表 2  塞莱昔布对HCT-116结肠癌细胞周期分布的影响 (%, mean±SD)

aP<0.05 vs 对照组.

  浓度                              各周期细胞比例

(μmol/L)	       G0/G1	                   S	        G2/M	

0	 65.52±3.86     18.42±4.88	 15.65±7.99    34.55±3.57

50	 68.86±5.52     16.75±3.57	 15.55±7.73    31.54±5.53

100	 73.42±8.42     12.75±3.45	 14.45±6.29    26.37±8.94

200	 79.42±6.45a      6.24±1.45a	 14.37±7.65    20.44±6.46a

增殖指数

表 3  裸鼠肝转移瘤VEGF蛋白表达情况比较

bP = 0.00<0.01 vs HCT-116组; dP = 0.00<0.01 vs 塞莱昔布组.

分组                                  面积                                积分光密度

HT-29组          288 399.71±5 058.67bd       111 591.42±14 748.63db

塞莱昔布组       123 376.92±39 786.92         59 817.79±12 305.14

HCT-116组      140 129.00±35 796.87         24 776.03±2 458.57

塞莱昔布具有与传统非甾体抗炎药相同的抗炎、镇痛和

退热作用, 而没有此类药物的不良反应[11,12].  
凋亡是机体维持内环境自稳的重要内容, 细胞对凋

亡的抵抗会增加基因突变的机率, 可能导致恶性转化. 近
年来的报道显示, NSAIDs对结肠肿瘤生长产生抑制作用, 
其机制可能和降低肿瘤细胞增殖力、细胞周期停滞和诱

导细胞的凋亡有关[13]. 我们在倒置显微镜下动态观察了

塞莱昔布对两种肿瘤细胞生长的影响, 随药物浓度的增

加, 培养基中悬浮细胞增多, 细胞质混浊明显. MTT比色

法显示塞莱昔布可以抑制HT-29和HCT-116细胞的增殖. 
随时间的延长、药物剂量的增加, 其抑制作用也明显增

强, 呈现时间-剂量依赖性方式, 且对HT-29细胞的生长抑

制作用较HCT-116细胞明显, 提示塞莱昔布对结肠癌细胞

作用的敏感程度与细胞COX-2的表达水平密切相关. 为
进一步验证塞莱昔布抑制HT-29细胞、HCT-116细胞生长

的机制, 我们检测了细胞周期分布和增殖情况, 结果显示

塞莱昔布可使两种细胞G0/G1期比例增高, S、G2/M期比

例降低, 表明塞莱昔布具有明显的G0/G1期阻滞作用, 并使

处于S期的肿瘤细胞明显减少, 从而抑制细胞的生长、诱

导其凋亡.  
肿瘤组织中C O X-2高表达是一种普遍现象, 运用

COX-2选择性抑制剂可显著抑制肿瘤组织的血管生成, 
这表明COX-2与肿瘤血管生成密切相关. COX-2主要在

新生血管内皮细胞、巨噬细胞、成纤维细胞和肿瘤细胞

自身表达, 在肿瘤新生血管生成过程中VEGF又起到了

重要作用, 那么COX-2与VEGF的关系如何呢？有资料

证实, COX-2可使肿瘤中的VEGF表达上调, 抑制COX-2
则可抑制VEGF的表达. Tsujii et al [14]将内皮细胞及表达

COX-2的大肠癌细胞联合培养, 可诱导大肠癌细胞产生

VEGF, 以旁分泌的形式作用于内皮细胞, 促进内皮细胞

迁移及管样结构的形成, 这一过程可被COX-2选择性抑

制剂及VEGF抗体抑制. 同时VEGF可诱导大肠癌细胞上

调COX-2的表达, 从而形成一个正反馈网络, 协同刺激肿

瘤血管生成. 我们用免疫组化法检测到肝脏转移瘤VEGF
表达, HT-29组与HCT-116组比较表达增强(P <0.01), 而应

用塞莱昔布处理后, 肝脏转移瘤VEGF蛋白表达减弱, 有
显著统计学意义和(P <0.05); 塞莱昔布组与HCT-116组比

较无显著性差异(P >0.05). 那么COX-2促进VEGF表达上

调的途径是什么呢？有文献表明[15], COX-2通过前列腺

素途径促进VEGF的表达上调, 本研究表明COX-2与结肠

癌肝转移瘤新生血管生成密切相关, 其高表达可能上调

促血管生成因子VEGF的表达; COX-2的选择性抑制剂塞

莱昔布对结肠癌肝转移瘤的血管生成有一定的抑制作用. 
这提示COX-2在结肠癌肝转移过程中起重要作用, 使用

COX-2选择性抑制剂可能是防治结肠癌肝转移的可行性

途径之一. 同时本研究也为COX-2选择性抑制剂应用于

结肠癌的预防和治疗提供了一定的实验依据. 
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技法与经验

《世界华人消化杂志》2006年设置"技法与经验"专栏, 及时报道微创、内镜下治疗消化病新的技术和方法及成熟的经验. 我们
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